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SAMENVATTING
Hoofdstuk 1 van di t  proefschr i f t  is  een l i teratuur overz icht  over
het  moleculai re mechanisme van de spiercontract ie.  Het brengt  de ar t ikelen
herdrukt  in de appendices I - I I I  in  samenhang net  de l i teratuur.
Veel nadruk is gelegd op de funktie van troponj-n voor de regulering van
de spiercontract le.  Hoofdstuk 2 is  een beschr l jv ing van de kennis op het
gebied van de anlnozuur volgordes van troponin-C en van aan troponin-C
verwante eiwi t ten.  Het is  een ln le id ing op de ar t ikelen herdrukt  in de
appendices IV-VII .
Troponin-C is een calc ium bindend eiwi t  dat  een belangr i jke ro1
speel t  b i j  de reguLer ing van de spler  contraet ie.  Wanneer de spier  gepr ik-
keld wordt ,  worden calc iun ionen losgelaten van het  sarcoplasmat isch ret i -
culum, een membraan systeem dat  de spier  f i lanenten omgeeft .  De calc ium
ionen binden aan t roponin,  een eiwi t  gelegen op de dunne f i lanenten van
de spier ,  waardoor het  mechanisme van de spier  contract ie in werking
word t  geze t  (Hoo fds tuk  1 ) .
In d i t  proefschr i f t  is  beschreven, dat  het  b inden van calc i .um aan
de calc iun bj .ndende conponent van t roponin ( t roponin-C) resul teert  in een
grote revers ibele confornat ie verand.er ing.  Deze confornat ie verand.er ing
vi .ndt  p laats in het  concentrat ie_gebied waar in de spiereontract i -e geregeld
wordt ,  n1.  b i j  ongeveer 1 U.M Ca" (Appendix I ) .  De conformat ie verander ing
is speci f iek voor cal-c ium ionen (Appendix I I ) .  De eonformat le verander j -ng
werd bestudeerd net  f luorescent ie,  opt ische rotat ie d ispers ie en c i rcula i r
d ichroisme rnet ingen. Bovendien werd nagegaan hoe de door calc ium geinduceer-
de verandering in troponin-C wordt doorgegeven naar andere cotnponenten
van het  contract ie le systeem van de spier  (Appendix IV).  Aangetoond werd
dat zowel  de subeenheid van t roponin die de interact le tussen act ine en
myosine rent  ( t roponin- I )  a ls de subeenheid van t roponin die aan t ropomyo-
sine bindt  ( t roponln-T) een conformat ie verander ing ondergaan wanneer
calc ium bindt  aan t roponÍn-C.
Vervolgens is beschreven hoe de aminozuur volgorde van het tropo-
nln-C van het  koeÍehart  werd opgehelderd (Appendix IVrV).  De pept ideketen
van het  t roponin-C werd eerst  net  cyaan brornide gespl i ts t  naast  de nethi .o-
nine resten en de ontstane 12 pept iden rverden geïsoleerd en gezuiverd.
Een tweede set  pept iden werd verkregen door de e-anino groepen van lys ine
reversibel-  te b lokkeren door c i t raconyler ing en vervolgens de pept ide keten
net t rypsine te spl i tsen naast  de argin ine resten" Op deze manier  werden
5 pept iden verkregen. De aminozuur volgordes van de pept iden werden bepaald
met de manuele-Edman nethode en di rekte ident i f icat ie van de phenyt th iohy-
dantoine der ivaten van de afgespl i ts te aminozuren.  Op deze nanier  was het
nogel l jk  lange aminozuur volgordes ( tot  zel fs  36 aminozuurresten) van een
pept ide te bepalen zonder verdere subfract ioner ing.  Aninozuur volgorde be-
pal ingen van grote gedeel ten van de geïsoleerde pept iden van beide digesten
waren voldoende on a1le overlappingen eenduidig te bepalen en zodoende
de gehele aminozuur volgorde van koeiehart  t roponin-C te bepalen.  Hart
t roponin-C bestaat  u i t  een pept ideketen van 161 aminozuren.  Het N-terninale
aminozuur is  geblokkeerd net  een acty l  groep.
Koeiehart troponin-C is homoloog aan het troponln-C van de dwarsge-
streepte spieren van het  koni jn en aan parvalbuminen, een groep calc ium
bindende eiwi t ten eveneens voorkonend in spierweefsel .  De aminozuur volg-
orde van een aantal  parvalbuninen is  bekend. Bovendien is  de dr ie-dimen-
sionale structuur van het  parvalbumine van de karper bekend. Koni jnen














waarsch i j n l i j k  a1s  gevo lg  van  twee  opeenvo lgende  gen -dup l i ca t i es .  Doo r  de
arninozuur volgorde van koeiehart  t roponin-C te vergel i jken met andere
homologe eiwi t ten kan rnen met grote waarschi jn l j . jkheid dr le cal 'c ium bindende
plaatsen 1n koeiehar. t  t roponj .n-C aanwi jzen.  Di t  vornt  een tegenstel l ing
rnet  de v ler  calc iun bindende plaatsen ln t rcoponin-C van de dwarsgestreepte
sp ie ren  van  he t  kon i j n .  Waa rsch l j n l i j k  hee f t  koe ieha r t  t r opon in -C  gedu rende
de evolut ie een calc i .un bindende plaats ver loren.  Het rneten van het  aan-
t a1  b i nd ingsp laa t sen  van  t r opon in -C  me t  d i r ec te  me thodes  i s  noe i l i j k ,  maa r
er z i jn aanwj- jz ingen dat  hart  t roponln-C inderdaad minder calc j -um bindende
plaatsen heef t  dan t roponln-C van de dwarsgestreepte spier .
Het verschl l  tussèn de aminozuur.  volgorde van koeiehart  t roponin-C
en het  t roponin-C van de dwarsgestreepte spieren van het  koni jn is  35%.
Aminozuur analyses van de cyanogeen bronide pept iden van het  t roponin-C
van de dwarsgestreepte spieren van de k ikker wi jzen er  op Cat mj-n1maal ,
maar n iet  veeL meer dan,  10% verschi l  bestaat  tussen de aminozuur
volgordes van de t roponin-C's van de dwarsgestreepte spieren van k ikker en
koni jn (Appendix VI) .  Het  verschi l  tussen de volgorden van t roponin-C van
koeiehart  en koni jnen spleren 1s dus grotendeels het  gevol-g van verschi l  in
$ ' ee f se l  en  n i e t  he i  gevo lg  van  ve rsch i l  i n  d i e r soo r t .
Tot  s lot  is  beschreven hoe de phenyl th iohydantoine (PTH) der ivaten
van leucine en isoleuclne op eenvoudige r . i jze van el -kaar onderscheiden kunnen
worden met behulp van gaschromatograf j .e.  Het  is  een waarneming gedaan t i jdens
de bepal ing van de aminozuur volgorde van het  koeiehart  t roponin-C en de
nethode berust  op het  fe i t  dat  1n het  geval  van leucine,  het  FTH-Ieucine
gevolgd wordt  door een k le ine extra p iek,  d ie afwezig is  b i j  PlH- j .soleu-
c i ne  (Append i x  V I I ) .
